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Supporting	  Figure	  Legends	  
	  
Fig.	  S1.	  Diagram	  of	  the	  type	  3	  pilus	  structure	  (A)	  and	  type	  3	  pili	  plasmid-­‐born	  
gene	  cluster	  (B).	  	  
A)	  The	  periplasmic	  chaperone	  MrkB	  captures	  subunits	  at	  the	  exit	  of	  the	  Sec	  pathway	  
and	  assists	  in	  their	  folding	  and	  targeting	  to	  the	  outer	  membrane	  usher	  MrkC.	  Once	  the	  
usher	  is	  activated	  by	  incorporation	  of	  the	  first	  subunit	  adhesin	  MrkD,	  subunits	  
polymerise	  in	  an	  ordered	  sequence	  until	  pilus	  completion.	  The	  extracellular,	  outer	  
membrane	  and	  periplasmic	  spaces	  are	  bold	  labelled	  E,	  OM	  and	  P,	  respectively.	  
B)	  Type	  3	  plasmid-­‐born	  gene	  cluster.	  Genes	  are	  represented	  in	  square	  boxes	  color-­‐
coded	  according	  to	  function	  as	  in	  A.	  Labels	  inside	  the	  boxes	  go	  from	  A-­‐G	  and	  should	  be	  


















G E A B C D F 
Type 3 pili (mrk) plasmid-born gene cluster 
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Fig.	  S2.	  Protein	  gel	  of	  the	  MrkB-­‐MrkD1P	  complex	  trypsin	  digestion.	  	  
Samples	  taken	  at	  time	  0,	  5,	  15,	  30,	  60	  and	  120	  minutes	  after	  proteolysis	  by	  two	  
different	  w/w	  ratios	  (1:100	  and	  1:1000)	  of	  trypsin:complex	  were	  loaded	  on	  an	  SDS	  gel	  
and	  molecular	  weights	  estimated	  by	  comparison	  with	  the	  molecular	  standards	  shown	  
on	  the	  first	  lane	  (PS-­‐	  protein	  standards).	  Bands	  1-­‐3	  were	  sequenced	  by	  Edman	  
degradation.	  Band	  one	  was	  confirmed	  to	  contain	  the	  N-­‐terminal	  receptor	  binding	  of	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Fig.	  S3.	  Protein	  sequence	  alignment	  of	  adhesins	  MrkD,	  PapGII	  and	  FimH.	  	  
Alignment	  was	  generated	  by	  ClustalW	  (Larkin	  et	  al.,	  2007)	  and	  loaded	  to	  the	  ESPript	  
server	  (Gouet	  et	  al.,	  1999).	  White	  characters	  in	  red	  boxes	  represent	  strict	  identity,	  red	  
characters	  represent	  conserved	  substitutions	  and	  a	  blue	  frame	  represent	  semi-­‐
conserved	  substitutions.	  The	  secondary	  structure	  of	  the	  FimH	  crystal	  structure	  is	  
shown	  (PDB:	  1QUN).	  Residue	  numbering	  on	  the	  top	  is	  based	  on	  the	  FimH	  sequence.	  
The	  end	  of	  the	  receptor	  binding	  domain	  and	  the	  beginning	  of	  the	  pilin	  domain	  are	  
marked	  by	  red	  and	  green	  arrows	  below	  the	  protein	  sequence	  for	  FimH	  and	  PaGII	  
respectively.	  Dashed	  green	  line	  underlines	  the	  possible	  localization	  of	  the	  C-­‐terminus	  
of	  MrkD	  receptor	  binding	  domain.	  
	  
                TT     TT               TT                            FimH
       1       10        20        30        40        50             
FimH             A  T   T        AN  V    VV   Q      S              E     .......NAWSF CK ANG AIPIGGGS  VY NLAP  NVG NLVVDL TQIFCHN....DYP TITDY
MrkD             Q  S   I        VS  L    VI   K      N              T     .........SCW SN AYE NMAMGRVV  PD PVGS  AT. TWTMPD NTIYVTC....DRN TLKSD
PapG             N  Q   V        IT  R    TV   Q      A              V     WNNIVFYSLGDV SY GGN VITQRPQF  SW PGIA  TWN CNGPEF DGFWAYYREYIAWV FPKKV
             1                                        1               
                      TT    ........                                  FimH
60        70        80                90       100             110     
FimH                 S      G                                              A V  TV S S T VV N R A LTVTLQRGS YGG LSNF G KY S YP........FPT SETPR Y ......S TDKPWPV LY P
MrkD                 S      G                                              L A  AI I R S SS R V I TSAKVVAAG VQG NKVY T PG L FSRKGAISMIYPD YTTTG F ......L GSTFTLD IK T
PapG                 S      G                                              L V  SE T N R NL Q L I VAMTQNGYP FIE HNKG W EN D DSYFFLKGYKWDE AFDAG C KPGEITR TEKFDDI FK L
                                                                      
 TT       TT                        ...                               FimH
  120       130       140       150          160       170       180  
FimH                                                          R          G S S R N I V T  L  V SAGGVAIKAG LIAVLIL QTN YNSDDFQFVWN... YANNDVV P GGCDVSA DVTVT PDYP S
MrkD                                                          R          G T T I S I V I  V  T GSGTLASGPY EYGPGFT LKT LNADAITIVSPSCT LGGKNMN D G...TIK ADLKG GTWA G
PapG                                                          R          G A I R S T L L  L  P DLPLGDYSVK PYTSGMQ HFA YLGARFKIPYNVAK LPRENEM F FKNIGGC PSAQS EIKH .
                                                    2                 
                               TT                          TT    TT   FimH
     190             200       210           220       230       240  
FimH                          S                     S      V               LTV A L  T NS I  Q  L IVPIP YC K......SQN GYYL G TADAG .... FTNTASF PA GVG Q TRNGTI PANNTV
MrkD                          S                     S      V               IKL S I  T SA L  K  V LTPFD EC GGVSVSGYAN NTSF G LATNT NQGV LNEKTGN AA GVG Q IKDNTP EFNKKH
PapG                          S                     S      V               LSI A A  S NI L  K  L I...D NS N......NHY AQTL V CDVPA RFML RNTTPTY HG KFS G GHGWDS VSVNGV
        2                                                             
                                                                      FimH
          250       260       270       280                           
FimH   G             L               G                                     L AV T VS L A VT  VQ I VS G..... SA G T NYARTGGQ A N SI GVTF YQ
MrkD   G             L               G                                     I TL T IT L A TS  VE L TN QS..QE RY P H RFYQYAPT T E SH VFNL YD
PapG   G             L               G                                     T ET A QN I S IQ  LS A ID TMRWYK GT T G RLYGESSK P V GS TLLM LP
                                                                      
β1 β2 β3 β4 η1 β5 
β6 α1 β7 β8 β9 β10 β11 
β12 β13 β14 β15 β16 
β17 β18 β19 β20 β21 






    TT   TT   TT   FimH
    1  10   20   30   40   50   
FimH     T AN V VV Q S E.... NAWSF CK NG IPIGGGS VY LAP NVG LVVD TQIFCHN....DYP TITDY
MrkD     Q S I VS L VI K N T.... SCW N AYE NMAMGRVV PD PVGS AT. TWTMPD NTIYV C....DRN TLKSD
PapG     N Q V IT R TV Q A VWNNIVFYSLGDV SY GGN VITQRPQF SW PGIA TWN CNGPEF DG WAYYRE IAWV FPKKV
    1  1  
    TT   ....     FimH
60    70   80   90   100    110    
FimH     S GA V TV S S T VV N R A LTVTLQRGS Y G LSNF G KY S YP.... FPT SE PR Y .... S TDKPWPV LY P
MrkD     S GL A AI I R S SS R V I TSAKVV AG VQ NKVY T PG L FSRKGAISMIYPD TTTG F .... L GSTFTLD IK T
PapG     S GL V SE T R NL Q L I VAMTQNGYP FIE HNKG W EN D DSYFFLKGYKWDE AFDAG C KPGEITR TEKFDDI FK L
    
 TT   TT   ...    FimH
  120    130    140    150    160    170    180  
FimH     R GS S R N I V T LV SAGGV IKAG LIAV L QTN YNSDDFQFVWN... YANNDVV P GGCDVSA DVTVT PDYP S
MrkD     RT T I S I V I VT GSG LASGPY EYGPGFT LK NADAITIVSPSCT LGGKNMN D G...TIK ADLKG GTWA G
PapG     R GA I R S T L L LP DL LGDYSVK PYTSGMQ HFA YLGARFKIPYNVAK LPRENEM F FKNIGGC PSAQS EIKH .
    2  
    TT   TT   TT  FimH
    190    200    210    220    230    240  
FimH     S S VLTV A L T NS I Q L IVPIP YC K.... SQN GYY G TADAG .... FTNTASF PA GVG Q TRNG I PANNTV
MrkD     S S VIKL S I T SA L K LTPFD EC GGV VSGYAN NTSF G LATNT QGV LNEKTGN AA GVG Q IKDNTP EFNKKH
PapG     S S VLSI A A S NI L K L I...D NS N.... NHY AQTL V CD PA RFML RNTTPTY HG KFS G GH WDS VSVNGV
    2  
    FimH
    250    260    270    280    
FimH   G L GL AV T VS L A VT VQ I VS G.... SA G T NYARTGGQ A N SI GVTF YQ
MrkD   G L GI TL T I L A TS VE L TN QS.. E RY P H RFYQYAPT T E SH VFN YD
PapG   G L GT ET A QN I S IQ LS A ID MRWYK GT G RLYGESSK P V S TLLM P
    
β1 β2 β3 β4 η1 β5
β6 α1 β7 β8 β9 β10 β11 
β12 β13 β14 β15 β16 
β17 β18 β19 β20 β21 
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Fig.	  S4.	  Pictures	  of	  the	  MrkDrd	  native	  crystals.	  MrkD	  receptor	  domain	  crystals	  were	  
grown	  in	  0.1	  M	  Sodium	  Acetate	  pH	  4.6,	  8	  %	  PEG	  4000	  (sitting	  drop).	  	  
MrkD	  receptor	  binding	  domain	  was	  concentrated	  to	  7	  mg.ml-­‐1.	  The	  picture	  on	  panel	  A	  




Toste	  Rêgo	  et	  al.	  (2012)	  
	   6	  
Fig.	  S5.	  Representative	  region	  of	  the	  2	  Fo-­‐Fc	  electron	  density	  map,	  from	  PHENIX,	  
around	  residues	  Met33	  and	  Met35	  of	  MrkDrd.	  Right	  panel:	  the	  magenta	  mesh	  
represents	  the	  electron	  density	  map	  calculated	  using	  SAD	  phases	  and	  contoured	  at	  1.5	  
sigma.	  Left	  panel:	  the	  blue	  mesh	  represents	  the	  2	  Fo-­‐Fc	  electron	  density	  contoured	  at	  
1.5	  sigma.	  In	  both	  panels,	  the	  orange	  mesh	  represents	  the	  Fo-­‐Fc	  difference	  density	  
contoured	  at	  3.6	  sigma,	  clearly	  showing	  the	  difference	  density	  for	  the	  selenium	  atom	  





M35	   M33	  
Toste	  Rêgo	  et	  al.	  (2012)	  
	   7	  
Fig.	  S6.	  Crystal	  structures	  of	  the	  receptor	  binding	  domains	  of	  adhesins	  MrkD1P,	  
GafD/F17-­‐G,	  FimH,	  PapGII.	  
From	  left	  to	  right:	  MrkD1P	  receptor	  domain	  (this	  work),	  GafD/F17-­‐G	  bound	  to	  N-­‐
acetyl-­‐D-­‐glucosamine	  (GlcNAc)	  (pdb	  1OIO),	  FimH	  in	  complex	  with	  Man	  α	  1,3	  Man	  
β	  1,4	  GlcNAc	  β	  1,4	  GlcNAc	  (oligomannose-­‐3)	  (pdb	  2VCO)	  and	  PapGII	  bound	  to	  
GalNAc	  β	  1-­‐3Gal	  α	  1-­‐4Gal	  β	  1-­‐4Glc	  (galabiose)	  (pdb	  1J8R).	  Structures	  are	  shown	  as	  
ribbon	  representation.	  Disulfide	  bridges	  are	  presented	  in	  orange	  in	  all	  structures	  and	  
sugars	  in	  blue.	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Fig.	  S7.	  The	  “Collagen	  Hug	  model”	  of	  adhesin	  CNA.	  Crystal	  structure	  of	  CNA	  binding	  
to	  collagen	  (PDB:	  2F6A).	  CNA	  holds	  the	  collagen	  triple	  helix	  by	  two	  subdomains	  N1	  
(cyan)	  and	  N2	  (magenta)	  that	  are	  connected	  by	  a	  long	  hydrophobic	  linker	  (blue).	  A	  C-­‐
terminal	  extension	  of	  N2	  then	  “traps”	  collagen	  by	  insertion	  in	  the	  latching	  trench	  of	  N1	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Fig.	  S8.	  Structural	  alignment	  of	  the	  receptor	  domains	  of	  FimH	  and	  MrkD1P	  .	  
Structural	  alignment	  of	  FimH	  (purple)	  and	  MrkD1P	  (grey)	  shows	  that	  residue	  62	  in	  
FimH	  reported	  as	  being	  fundamental	  for	  Collagen	  binding	  is	  located	  in	  a	  different	  side	  
of	  the	  molecule	  having	  no	  analogy	  to	  the	  described	  hydrophobic	  patch	  described	  in	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Table	  S1:	  Oligonucleotides	  used	  in	  this	  study	  	  
	  







MrkD	  W23A	  For	  
MrkD	  W23A	  Rev	  
MrkD	  V39G	  For	  
MrkD	  V39G	  Rev	  
MrkD	  V49G	  For	  
MrkD	  V49G	  Rev	  
MrkD	  V49A	  For	  
MrkD	  V49A	  Rev	  
MrkD	  T52A	  For	  
MrkD	  T52A	  Rev	  
MrkD	  T52S	  For	  
MrkD	  T52S	  Rev	  
MrkD	  T54A	  For	  
MrkD	  T54A	  Rev	  
MrkD	  V85G	  For	  
MrkD	  V85G	  Rev	  
MrkD	  V91G	  For	  
MrkD	  V91G	  Rev	  
MrkD	  R102G	  For	  
MrkD	  R102G	  Rev	  
MrkD	  R105E	  For	  
MrkD	  R105E	  Rev	  
MrkD	  K106A	  For	  
MrkD	  K106A	  Rev	  
MrkD	  T130A	  For	  
MrkD	  T130A	  Rev	  
MrkD	  T132A	  For	  
MrkD	  T132A	  Rev	  
MrkD	  I136A	  For	  
MrkD	  I136A	  Rev	  
MrkD	  I136G	  For	  
MrkD	  I136G	  Rev	  
MrkD	  Y155A	  For	  
MrkD	  Y155A	  Rev	  
MrkD	  Y155F	  For	  
MrkD	  Y155F	  Rev	  
MrkD	  K163A	  For	  
MrkD	  K163A	  Rev	  
MrkD	  V174G	  For	  













GAC	  TTA	  CCA	  GTA	  GGG	  AGT	  GCC	  ATT	  GCA	  ACT	  AAA	  ACA	  TGG	  
CTG	  AAT	  GGT	  CAT	  CCC	  TCA	  CGG	  TAA	  CGT	  TGA	  TTT	  TGT	  ACC	  
GTA	  GGG	  AGT	  GTC	  ATT	  GCA	  GCT	  AAA	  ACA	  TGG	  ACA	  ATG	  C	  
CAT	  CCC	  TCA	  CAG	  TAA	  CGT	  CGA	  TTT	  TGT	  ACC	  TGT	  TAC	  G	  
GTA	  GGG	  AGT	  GTC	  ATT	  GCA	  TCT	  AAA	  ACA	  TGG	  ACA	  ATG	  C	  
CAT	  CCC	  TCA	  CAG	  TAA	  CGT	  AGA	  TTT	  TGT	  ACC	  TGT	  TAC	  G	  
GGA	  GTG	  TCA	  TTG	  CAA	  CTA	  AAG	  CAT	  GGA	  CAA	  TGC	  CG	  











CCT	  CCT	  TTA	  GAC	  TCG	  TAG	  GTT	  CAG	  CAT	  TCA	  CAT	  TAG	  ATA	  TAA	  TTA	  AGA	  
GGA	  GGA	  AAT	  CTG	  AGC	  ATC	  CAA	  GTC	  GTA	  AGT	  GTA	  ATC	  TAT	  ATT	  AAT	  TCT	  
TTA	  GAC	  TCG	  TAG	  GTT	  CAA	  CAT	  TCG	  CAT	  TAG	  ATA	  TAA	  TTA	  AGA	  CCA	  GT	  
AAT	  CTG	  AGC	  ATC	  CAA	  GTT	  GTA	  AGC	  GTA	  ATC	  TAT	  ATT	  AAT	  TCT	  GGT	  CA	  
CTC	  GTA	  GGT	  TCA	  ACA	  TTC	  ACA	  TTA	  GAT	  ATA	  GCT	  AAG	  ACC	  AGT	  ACC	  AC	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Table	  S2:	  Plasmids	  used	  in	  this	  study	  	  
	  	  































Camr;	  pACYC184-­‐based	  plasmid	  containing	  IA565-­‐
derived	  determinants	  mrkABCD	  
Camr;	  pACYC184-­‐based	  plasmid	  containing	  IA565-­‐
derived	  determinants	  mrkABCDF	  
Camr;	  mrkD	  deleted	  derivative	  of	  pFK68	  
Ampr;	  subcloning	  vector	  
	  
Ampr;	  expression	  vector	  
	  
Ampr;	  	  expresses	  wild-­‐type	  IA565	  MrkD	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(W23A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(V39G)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(V49G)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(V49A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(T52A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(T52S)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(T54A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(V85G)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(V91G)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(R102G)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(R105E)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(K106A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(T130A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(T132A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(I136A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(I136G)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(Y155A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(Y155F)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(K163A)	  
Ampr;	  	  expresses	  IA565	  MrkD(V174G)	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